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(57) Abstract 

A transgenic, non-human mammal (in par* 
ticular a mouse) is disclosed, whose body end sex- 
ual cells contain an additional DNA icpair gene 
parasexually transmitted to die original animal at 
the 1-8 cell stage of embiyonary development. 
The invention finds applications in the medical 
field, in particular the prevention and therapy of 
malign diseases, and in the pbaimaoeutical indus- 
try. The object of the invention Is to provide a 
transgenic animal suitable for carrying out detailed 
research en die significance of cellular defence 

mechanisms and specific DNA-damagcs during tu- „ ^. ^ t 

mour formation. This should give a new impulsion to the prevention and therapy of malign diseases. For diis purpose, a traragcnic, 
non-human mammal is provided which contains an additional DNA repair gene coding for a ftmctiai suitable for eliminating alkylated 
DNA lesions, the coded function being an O^-raethylguanine-DNA-mediyltransferase (M(3MT), or for a function Umt corrects UV-induc«d 
damages. In a specially preferred embodiment of die invention, an additional recombinant repair gene is inserted ^Meh is expressed in the 
epidermis of die daimied mammal. 



(57) ZDsammailbssiing 



Die Ertndung beschieibt ein tramgenes, nicht-menscblichet Sfiugetier (spezfeD dne MausX denen KAmer- and OeHdikditiieneB 
«n zusaczliches DNA-Reparaturgen enihalten. das dem UnpHrngMler air paratSem Wege im I^wTs-Z&^teSSS^ 
hwcklung flbeitra^ wujde. Anwendungsgebiete der Eifiodung dnd die Mediiln. insbesondere die Prapiiylaxe und die llienple maliraer 
Bkranlningw. und die pharmazeutuche Industrie. Das 2el der Eifindung besteht darin. ein transgw» Tier zur Veiflteuns ai neU^ 
welctes geeignet ist. detailliene Unterauchungen zur Bedeutung zeUulSrer Sdiotzmedianismen and raezifisdier DNA-ScUdm im IWB 
der T^mvorentstehung duichzuflttuen. Dainit solten neue Impulse ftr die Prophylaxe und die Tlienpie malimer akfaalmnna ennfieUcht 
werdca Dieses Ziel wird ^mSB der Eifindung mil einem Iransgenen. nicht-menscfalichea SSluctler eitel^ vOOu^ ^.^ii^lE 
DNA-Repnanngen endifllt. welches eine FUnktion Itodieii. die der Emfemung von alleylieiten DNA-Uaionen diem, wobd die kodiefle 
Punkdon erne Of-Mediylguanin-DNA-MeAyltransferase (MOKfD ist. oder die eine Konelctur von UV-induzieiten StAfiden tewuiMd^ 
Eine besonden bevdzugte AusfSlmmg der Erfindung besteht darin. ein zusStzliches reicambinaMes Repaiaturaen einzufflgenrdaTtaX 
Epidenms des beanspnichten Saugetieis exprimiett wild. *^ «u«u«gwi, wamaa 
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Transgenes, nicht-menschlicshes SAugetier, das ein 
zusatzliches DMA-Separaturgen enthftlt 

Beschreib^nq 

5 

Die Erfindung beschreibt ein transgenes, nicht-menschliches 
Saugetier (speziell eine Maus) , dessen Kdrper- und 
Geschlechtszellen ein zus&tzliches DNA-Reparaturgen 
enthalten, das dem Ursprvingstier auf parasexuellem Wege im 1* 
10 bis 8-ZellstadiuBi der Enbryonalentwicklung tlbertragen wurde. 

Anwendungsgebiete der Erfindung sind die Medizin, 
insbesondere die Prophylaxe und die Therapie maligner 
Erkrankungen, und die phannazeutische Industrie. 

15 

Transgene Tiere stellen fur die bionedizinische Forschung 
sehr wertvolle Modelle dar, mit denen es gelingt, durch das 
Hinzufflgen, Verstfirken oder den experimentell erzeugten 
Ausfall von Genfunktionen die Rolle bestinunter zelleigener 

20 Faktoren bei ortho- oder pathogenetischen Prozessen in vivo, 
also im Gesamtorganisraus aufzukl&ren. Insbesondere in der 
Krebs-forschung bieten transgene Tiemodelle die Mdglichkeit, 
in Cancerogenese-Mechanismen experimentell einzugreif en • Die 
Krebsentstehung ist ein Mehrstufen-ProzeB, der mit der 

25 Initiation beginnt und sich fiber mehrere Stadien der 
Tumorproiaotion und malignen Progression fortsetzt, bis ein 
klinisch diagnostizierbares Carcinom entstanden ist. Dieseia 
GesamtprozeB liegen verschiedene genetische und epigenetische 
Ereignisse zugrunde, die entweder spontan erfolgen oder durch 

30 chemische und physikalische Noxen induziert werden kdnnen; in 
jedem Falle handelt es sich urn einen auBerordentlich 
langwierigen Prozefi. Durch transgene Tiermodelle ist nan in 
der Lage, bestimmte Ereignisse, die zur Generierung einer 
Krebserkrankung notwendig sind, experimentell zu verstftrken 

35 bzw« die transgenen Tiere bereits mit Eigenschaften 
auszustatten, die sie entweder tumorresistenter Oder 
tumoranfftlliger machen, wobei sich in wesentlich kOrzeren 
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ZeitrAunen Neoplasoen entwickeln kfinnen. Derartige Modelle 
(z.B. US-Patent 4 736 866 der Harvard-Unlversitat 
Transgenic non-human aammals^M kSnnen eingesetzt werden, un 
carcinogen-verdachtige Substanzen (z. B. Arzneimlttel ) auf 
ihre krebsausldsende Wirkung zu untersuchen bzw. bestinnte 
Substanzklassen auf ihre eventullen antineoplastischen 
Effekte zu untersuchen. 



Es gibt bereits Tiermodelle, die zusfitzlich Reparaturgene 
enthalten. (S.. Gerson et al., Mutat. Res. 201'- 541-555, 1994). 
Die Reparaturgene dieser Modelle wirken jeweils nur in 
bestianten Organen (Leber bzw. Thymus) und sind damit nur 
bedingt in der Lege, die einzelnen Schritte der Cancerogenese 
(Initiation, Promotion, Progression) einer experimentellen 
Analyse zugfinglich zu machen. 

Das Ziel der Erfindung besteht darin, ein transgenes Tier zur 
Verfugung zu stellen, welches geeignet ist, detaillierte 
Untersuchungen zur Bedeutung zellulfirer Schutzmechanismen und 
spezifischer DNA-Schfiden im ProzeB der Tumorentstehung 
durchzufOhren. Damit sollen neue Impulse fOr die Prophylaxe 
und die Therapie maligner Erkrankungen ermdglicht werden. 

Dieses Ziel wird erf indungsgemAB mit einem transgenen Tier 
gemSB den Ansprflchen 1 - 16 erreicht. Dieses Tier wird 
bevorzugt folgendermaBen erhalten: 

Die Obertragung des Transgenes erfolgt vornehmlich im Stadium 
der Zygote, so daB das Transgen, nachdem es in das Ergut 
(Genom) des sich entwickelnden Organismus integriert wurde, 
in alien seinen somatischen und generativen Zellen 
gleichermaBen vorhanden ist. Das Vorhandensein des Transgenes 
in den Keimzellen des auf diesem Hege hergestellten 
transgenen Tieres hat zur Polge, daB auch die Nachkommen 
dieses Tieres das zusttzliche Gen im Genom aller ihrer Zellen 
enthalten. 
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Das fCkr die GenObertragung verwendete DNA-Reparaturgen 
codiert ein Protein, das in der Lage ist, spezifische DHA- 
Primarschaden, die durch che&ische Oder physikalische 
Substanzen oder endogen in der Erbsubstanz (DHA) 
5 hervorgerufen werden, effizient zu entfemen und sonit die 
Integritat der Erbsubstanz wieder herzustellen. DNA- 
PrimSrlfisionen, die nicht oder falsch repariert werden, 
kannen zu Mutationen fOhren, die wiederua Erbkrankheiten 
hervorrufen oder die Ursache fOr die Entstehung von Tumoren 

sein kdnnen. Somit wird durch die Obertragung und Expression 

des zusfttzlichen DNA-Reparaturgenes die Kapazitfit des 
betreffenden gentechnisch verfinderten Sftugetieres zur DHA- 
Schadenskorrektur erhdht und seine Tunor-Suszeptibilitflt 
verringert. 

15 

Die beanspruchten Tiere sind geeignete Modelle, die Bedeutung 
bestimmter DNA-Reparaturproteine als zelluiare Schutz- 
mechanismen gegenOber der tumorinduzierenden Wirkung von 
exogenen und endogenen Noxen zu bestimmen. Eine signifikante 

20 Reduktion von Mutationen bzw. Tumoren in den beschriebenen 
transgenen Tieren nach Behandlung nit mutagenen / 
cancerogenen Substanzen ist der entscheidende Beweis dafQr, 
daB es sich bei dem in diesem Tier exprinierten transgenen 
DNA-Reparaturprotein un einen entscheidenden protektiven 

25 Faktor des Sfiugers zur Verhinderung von Erbgutschftden bzw. 
Krebs handelt. 

Da bestinante DNA-Reparaturproteine zumeist nur ganz 
spezifische DNA-Primarschaden erkennen und reparieren, lassen 
30 sich aus der verminderten Mutations-/Tuinorinzidenz ebenfalls 
wichtige RackschlOsse auf die zur Mutations-/Tuinorausl6sung 
entscheidenden DNA-Primarschaden Ziehen. 

Eine besonders bevorzugte AusfOhrung der Erfindung besteht 
35 darin, ein zusatzliches rekonbinantes Reparaturgen 
einzufagen, das in der Epidermis des beanspruchten saugetiers 
expriiaiert wird. Durch das Expressions-Targeting der 
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genarmten DHA-Reparaturgene in der Haut der beanspruchten 
Tiere kann man durch die Anwendung des Mehxphasen- 
Hautcarcinogenese-Modells die Bedeutung bestimnter Typen von 
chemisch Oder physikaliscb induzierten ONA-Primarsch&den und 
s von zelluiaren Schutzfunktionen w&hrend der Tumorinitiation, 
Tunorkonvereion und -promotion sowie der malignen Progression 
feststellen. 

Diese Brkenntnisse sind von grofier Bedeutung fOr die 

10 Ableitung mdglicher prftventiver und therapeutischer NaBnahmen. 

bei verschiedenen Krebserkrankungen des Menschen. 

Das Kreuzen der beschriebenen transgenen Sflugetiere 
(vornehmlich M&use), die ein zusatzliches DNA-Reparaturgen 

15 exprimieren, nit anderen transgenen S&ugetieren (vornehmlich 
Hftuse), die z.B. bestimmte Markergene als Mutationstarget 
enthalten und als in vivo-Hutationsdetektions-Modelle fOr die 
Genotoxizit&tsprafung in der chemischen und pharmazeutischen 
Industrie verwendet werden, laBt Aussagen dardber zu, 

20 inwieweit ein solcher artifizieller Mutationsmarker im Genom 
eines Sfiugetieres der Prozessierung von DNA-SchSden durch die 
Zelle zuganglich und damit der Mutabilitfit des Sftugergenoms 
vergleichbar ist« 

25 Damit lafit sich das beanspruchte transgene Hodell, bei dem 
die Expression eines zusfttzlichen DNA-Reparaturgenes gezielt 
in bestimmten Geweben, beispielsweise der Haut, erfolgt, 
exzellent einsetzen zur Abschfitzung der Bedeutung 
spezifischer DNA-Primarschftden fttr die Entstehung von 

30 bestimmten Tumortypen, die durch verschiedene chemische oder 
physikalische Noxen, beispielsweise UV-Strahlung , induziert 
werden kOnnen* Darilber hinaus erla\abt dieses beanspruchte 
transgene Hodell, die Rolle von Proteinen, die in die 
Reparatur von DNA-Primftrschftden involviert sind, bei der 

35 Pr&vention von malignen Entartungsprozessen zu 
charakter isieren • 
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Die Brflndung soli nachfolgend durch eln AusfObrungsbeispiel 
naher erlAutert werden 

1. Herstelluna des rekom hinanten Transaenkonstruktes pCkMGMT 
5 (Abb. 1): 

Der hautspezlf ische Expressionsvektor pCkMC^ wurde 
konstruiert durch das Einklonleren der cDNA-Sequenz des 
menschlichen o*Methylguanin-DNA-Methyltransf erase (MGHT ) - 
^.10 Gens, die als 835 bp langes EcoRI-Fragment aus den Vektor pKT 
100 (Tano et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, SI* 686-690, 
1990) isoliert tnirde, in das 22kb Cklll/IV^-Minilocus-Plasmid 
(Blessing et al., Teratogenesis , Carcinogenesis, and 
Mutagenesis, 11-21, 1993), das den bovinen Cytokeratin 

15 III- und Cytokeratin IV-Promoter sowie die entsprechenden 
Polyadenylierungssequenzen enthait. Mit Hilfe geigneter 
Adapter wurde jeweils eine MGMT-cDHA-Kopie in den unikalen 
Sall-Ort hinter den Ckl I I -Promoter und in den unikalen Clal- 
Ort hinter den CklV-Promoter eingefttgt. Die hierzu 

20 angewandten gentechnischen Methoden sind beschrieben bei 
Maniatis et al.. Molecular Cloning, a Laboratory manual** , 
1989. 

2. Hersi:elluna der tranaqenen Mauslinie, die das rekombinante 
25 CkMCMT-Reparaiiurqen enthait 2 

Das 22 kb Sfil-Fragment des Expressionsvektors pCkMGMT, das 
die menschliche MGMT-cDNA jeweils unter der Kontrolle des 
Cklll und des CklV-Promoters enthfllt, wurde elektrophoretisch 

30 separiert von der prokaryotischen Vektorsequenz , aus dem Gel 
eluiert, uber QIAex (Quiagen, USA) gereinigt und zur 
Abtrennung von QIAex-Partikeln zentrifugiert. Das 
aufgereinigte Fragment wurde in einer Konzentration von 2.5 
fxg/ml TE in den leichter zugfinglichen der beiden Pronuklei 

35 der Zygote mikroinjiziert. Die Isolation der Zygoten, die 
Mikroinjektion und der Retransfer der manipulierten Zygoten 
in den Eileiter von Ammenmattern wurden entsprechend den in 
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Hogan et al.« (Hanlpulatig the Mouse Bmbzyo, A Laboratory 
Manual. 2nd Bd., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring 
Harbor, M.Y., 1994) beschriebenen Hethoden durchgefOhrt. 

S 3, Identifizieruna der CkltCMT-tranBnen«n Tiara t 

In Alter von 4-6 Wochen wurde den aus der Hlkroinjektion 
hervorgegangenen Tieren ein StQck der Schwanzspitze entnommen 
und aus diesem Bioptat hochnolekulare DNA nach der bei Hogan 

Ifl. et al. (s. oben) beschriebenen Methode isoliert. Jewells 1 ng 

der hochaolekularen Maus-DNA tnirde verwendet, un nittels der 
Polymerase Chain Reaction (PCR) das Transgen in Genom der 
Tiere nachzuweisen. Der verwendete 5'-Priner bindet an den 
Positionen -142 bis -117 des Cytokeratin Ill-Pronoters, der 
15 3 '-Primer bindet an der menschlichen MGMT-cDNA (Positionen 
+727 bis +748), wodurch ein 890 bp Fragment amplifiziert 
%nirde, das nach elektrophoretischer Separation per Southern 
Blot- Analyse detektiert wurde. Die Transgen-Integration in 
das Mausgenon %nirde duch genonische Southern Blot-Analysen 
20 unter Verwendung von 25/ig DNA, die zuvor nit den 
Restriktionsendonukleasen Ban HI, Sal I, cla I, Kpn I und Aat 
II gespalten wurde, verifiziert. Als radioaktiv markierte 
DNA-Sonde diente in beiden Fallen das 835 bp Eco RI-Fragment 
der HGHTcDNA. 

25 

Die transgenen Tiere wurden nit nicht-transgenen Mftusen des 
gleichen Stammes verpaart und die Transmission des Transgenes 
nit den ftlr die Identifizierung der Founder-Tiere 
beschriebenen Techniken geprflft. Die positiven Gl-Nachkommen 
30 tmrden untereinander verpaart und die honozygoten Tiere 
nittels quantitativer Phosphor- Imaging- Analyse selektiert. 

4. Charakterlsieruna der transa^n« n Mauslinia! 

35 Zun Nachweis der gewebespezif ischen Expression des Transgenes 
wurde Gesant-RNA aus versohiedenen Organen und Geweben der 
transgenen Tiere nach der Guanidiniumthiocyanat/Phenol- 
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Methode (Chomczynski et al. Anal. Biochem. 156-159, 
1987) extrahiert und mittels Oligo-dT-Cellulose aufgerelnlgt. 
Die so erhaltene Poly(A)"^-RllA vurde in einem 1.4%igen 
Agarosegel unter denaturierenden Bedingungen 

5 elektrophoretisch separiert. Das Transgen spezifische 
Transkript wurde diirch Northern Blot-Analyse mittels einer 
835 bp Probe der menschlichen MGMTcDNA nachgewiesen . Die 
Existenz des funktionsfihigen menschlichen MGMT- 
Reparaturproteins wurde wie folgt geprQft. Gewebeproben der 

10 transgenen Tiere wurden in Extraktionspuf fer (20iiiM Tris-Cl, 
pH 8,5, ImM EDTA, linH B-Nercaptoethanol , lOmg/ml Aprotinin, 
lOnM Bestatin, lOmH Leupeptin, 0,lnH PMSF) homogenisiert, 
einer Ultraschallbehandlung unterzogen und anschlieBend 
zentrifugiert. Jewells 40 M9 <i«r aus den Zellextrakten 

15 isolierten Proteine wurden in einem 12,5%igen Polyacryamidgel 
aufgetrennt, auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert und 
mit Hilfe p)olyklonaler Kaninchen-Antikdrper , die spezifisch 
die menschliche MGMT erkennen, detektiert. Zur Lokalisierung 
des transgenen MGMT-Proteins in den basalen und suprabasalen 

20 Epidermiszellen und den Zellen der Haarfollikel wurden 
immiuiohistochemische Nachweistechniken unter Verwendung der 
obengenannten Antikdrper benutzt. Die Aktivitat des 
transgenen Reparaturproteins in den epidermalen Zellen %mrde 
durch den Transfer *H-markierter Hethylgruppen von der O^- 

23 Position des Guanins *H-MNU-behandelter Kalbsthymus DNA 
quantitativ bestimmt (Preuss et al«. Int. J. Cancer, £1: 321- 
326, 1995). 

Die transgene Mauslinie CkMGMT-Tg3 exprimierte das in ihr 
30 Genom integrierte rekombinante DNA-Reparaturgen 

gewebespezifisch in der Haut, wobei das menschliche MGMT- 
Protein sich als biologisch aktiv erwies und in der 
interfollikuiaren Epidermis und den auBeren Zellen der 
Haarfollikel nachweisbar war. 

35 
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5. Carcinoaenese-Untiersuchungeni 

In Zweiphasen-Hautcarcinogenese-Bxperimenten konnte nach- 
gewiesen werden, daB die Expression des zusAtzllchen 
rekonbinanten DNA-Reparaturgenes in der Epidermis der 
beschriebenen transgenen Tiere die Suszeptibilitfit dieser 
Tiere gegenOber der hautcarcinogenen Wirkiing bestinniter 
Substanzgruppen signifikant verringert. Im einzelnen wurde 
die Tumorinitiation diirch eine einmalige deniale sub- 
threshold *^-Dosis N-Methyl-N-Nitrosohamstoff (MNU) , einer 
methylierenden H-Nltrosoverbindung , herbeigef Ohrt . 1 Woche 
nach der Initiation wurde die Tumorpromotion durchgefOhrt, 
indem zweimal wSchentlich fiber einen Zeitraum von 22 Wochen 
der Phorbolester TPA topikal appliziert wurde. In Vergleich 
zu den nicht-transgenen Tieren des gleichen Stanmes war die 
Hauttumorinzidenz bei den beschriebenen CkMGHT-transgenen 
M&usen drastisch reduziert (Abb- 2). Ihirde den CkMGMT- 
transgenen Tieren jedoch 7 , 12-DiiDethylbenz ( a ) anthracen 
(DMBA) , das andere cancerogene DNA-SchAden als 0*-Alkylguanin 
induziert, als Initiator verabreicht und nachfolgend TPA 
topikal appliziert, so war die Hfiufigkeit von Hauttumoren bei 
beiden Gruppen von Tieren gleich. Dies zeigt, dafi 

- das 0^-Methylguanin die wichtigste prAcarcinogene DNA- 
PrimarlAsion bei der HNU-induzierten Hautcarcinogenese 
darstellt, 

- das HGMT-Reparaturprotein den entscheidenden protektiven 
Hechanisnius der Zelle zur Prftvention von Mutationen, die 
durch Alkylantien induziert werden und Ursprung fOr die 
Entstehung von Tumoren sein kSnnen, darstellt, 

- eine gewebespezlf ische Erh6hung des MGMT-Gehaltes , wie 
durch die hautspez if ische Expression des zusatzlichen 
rekonbinanten MGHT-Reparaturproteins in transgenen MAusen 
gezeigt wurde, der Zelle einen effizienten Schutz gegenOber 
der tunorbildenden Wirkung alkylierender Substanzen verleiht, 

- die Schutzfunktion auf der schadensspezif ischen Reparatur 
von prflcarcinogenen DNA-LAsionen beruht. 
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- die protektive Hlrkung des MOfT-Proteines gegenOber der 
hautcarcinogenen Hlrlcung von Alkylantien auf der Prevention 
der Tunorinitiation beruht und nicht durch eine Beeinflussung 
von Mechanisnen der Tumorpromotion oder durch eine generelle 
Beeintr&chtigung der TumorsuszeptibiliAt zustande gekonnen 
1st. 
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Patentanaprttchg 

1. Transgenes, nicht-menschliches Sfiugetier, dessen 
somatische und Kelmzellen eln zusAtzliches rekombinantes 

5 DNA-Reparaturgen enthalten, das den genannten Sfiugetier oder 
seinen Vorfahren auf parasexuelleia Wage in frCkhen enbryonalen 
Stadiun Obertragen wurde. 

2. S&ugetier genAfi Anspruch 1, das eln rekombinantes DNA- 
10 ^ Reparaturgen in seinen Genom an einen anderen chronosonalen 

Ort als die ebenfalls in Genon des genannten SAugetieres 
vorhandene endogene, zun genannten DNA-Reparaturgen honologe 
DNA- Sequenz integriert hat. 

15 3. Sfiugetier gen&fi Anspruch 1, dessen transgenes DNA-- 
Reparaturgen eine Funktion kodiert, die der Entfernung von 
alkylierten DNA-^LAsionen dient. 

4. Saugetier gem&6 Anspruch 3, dessen transgenes DNA- 
20 Reparaturgen eine 0*-Methylguanin- DNA-Methyltransf erase 

(MGNT) kodiert. 

5. saugetier genftB Anspruch 1, dessen rekonbinantes DNA- 
Reparaturgen eine Funktion kodiert, die die Korrektur von UV- 

25 induzierten DNA-Sch&den bewerkstelligt. 

6. saugetier genaB Anspruch 1, dessen transgenes DNA- 
Reparaturgen von einen saugetier stannt. 

30 7. saugetier genaB Anspruch 1, dessen transgenes DNA- 
Reparaturgen von einen Nicht-sauger stannt* 

8. saugetier genaB Anspruch 1, dessen transgenes DNA- 
Reparaturgen von einen Bakteriun stannt. 

35 

9. saugetier genaB Anspruch 1, dessen transgenes DNA- 
Reparaturgen synthetisiert worden ist. 
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10. Sfiugetier genflfi Anspruch 1, dessen genanntes 
rekombinantes DNA-Reparaturgen unter der transkriptionellen 
Kontrolle eines vom endogenen Promoter verschiedenen 

5 Regulatorelei&entes stebt« 

11. Sfiugetier geia&B Anspruch 10, dessen genanntes 
rekombinantes DNA- Reparaturgen von elnem gewebespezif Isch 
regullerten Promoter kontrolliert wird* 

.10 

12. S&ugetler gemftB Anspruch 10, wobei der genannte Promoter 
induzierbar ist. 

13. saugetler gemSB Anspruch 11, wobei der genannte Promoter 
15 ein Kontrollelement der Keratingenfamilie ist. 

14. saugetier gemAB Anspruch 11, dessen rekombinantes DNA- 
Reparaturgen in der Epidermis des genannten Sftugetieres 
exprimiert wird. 

20 

15. saugetier gemafl Anspruch 1, wobei das genannte saugetier 
ein Magetier ist. 

16. saugetier gemaB Anspruch 15, wobei das genannte 
25 saugetier eine Haus ist. 



30 
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